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l. Resumen

Buddleja globosa Hope es una planta nativa de Chile que ha demostrado efectos
analgésicos, antioxidantes, antiinflamatorio, antibacterianos y antifungicos. En la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile se han realizado
estudios que comprueban su actividad analgésica, antiinflamatoria y antioxidante. Ademas
se han evaluado preparados farmacéuticos (crema y gel) en el tratamiento de
eritrodisestesia palmo-plantar secundaria a terapia antineoplasica y radioepitelitis. Con
estos antecedentes se propone la elaboracion de un colutorio a base de un extracto de B.
globosa para el tratamiento de mucositis oral, una enfermedad inflamatoria resultante de
la terapia contra el cancer, cuya incidencia es del 40-90% y se manifiesta como lesiones
inflamatorias y/o ulcerativas del tracto oral y/o gastrointestinal. Este efecto secundario
puede no so6lo comprometer la salud de los pacientes que la presentan, sino también, la
terapia a la que estan sujetos. Hasta hoy no existe ningin producto aprobado para su uso

en mucositis oral que haya demostrado eficacia en su prevencion y/o tratamiento.

El objetivo general de este trabajo consiste en estandarizar un extracto alcohdlico de
hojas de B. globosa y evaluar mediante un ensayo preclinico la efectividad de un colutorio

a base de dicho extracto estandarizado en sus componentes activos.

Para la elaboracion del extracto etandlico semipurificado (EMAT) se utilizé material
vegetal (hojas) recolectado en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de
Chile, Santiago. Con el material seco y molido se realizaron extracciones seriadas con

solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano y etanol).

La valoracion de EMAT y colutorio se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) cuantificando los metabolitos verbascoésido y 7-O-glucésido de luteolina mediante

curvas de calibracion elaboradas con los respectivos patrones.
Se evalug la estabilidad de EMAT y colutorio en estufa a 40°C y a temperatura ambiente.

Se realiz6 un estudio in vivo con Ratas hembras Sprague-Dawley, se estudiaron 7 grupos
(control sano, control de mucositis, tratamiento de referencia (glutamina), colutorio al 1%
EMAT via oral, colutorio 5%EMAT via oral, colutorio 1% EMAT via topica y colutorio 5%
EMAT via tépica) evaluando grado de mucositis, peso corporal y consumo de alimento.

Ademas, se realizaron analisis histolégicos a muestras de lengua.



La metodologia CLAE permitié cuantificar los componentes principales (verbascésido y 7-
O-glucésido de luteolina) en EMAT (90,58+ 1,377 ppm y 9,823+ 0,131 ppm) y en las dos
formulaciones elaboradas del colutorio, al 1% en EMAT (80,37t 4,454 ppm y 7,068+
0,3942 ppm) y al 5% en EMAT (325,1+9,668 ppm y 38,42+ 1,367 ppm)

Con respecto a la estabilidad quimica de los compuestos activos del colutorio, se
establecié que se produce degradacion, llegando a un 8,09% de verbascésido al tercer
mes en estufa a 40°C y 18,96% en el caso de 7-O-glucdsido de luteolina. Mientras que en
EMAT la concentracion del verbascésido fue un 77,63% al cabo de tres meses en estufa
a 40°C y el 7-O-glucésido de luteolina de un 82,24% respecto a la concentracion inicial.

El colutorio a base de EMAT al ser un producto estandarizado en sus compuestos activos
asegura la reproducibilidad lote a lote, la trazabilidad de la composicién quimica del

producto y por ende su accién farmacoldégica.

En el estudio in vivo no se observan signos fisicos de desarrollo de mucositis oral en
ningln grupo y no se observan diferencias estadisticamente significativas en el peso y
consumo de alimento entre los grupos estudiados. Sin embargo, en el andlisis histolégico
de mucosa lingual revela diferencias entre los grupos, principalmente en el grosor epitelial
que se ve mas delgado en los grupos de control de mucositis y tratamiento de referencia,

no asi en los grupos tratados con colutorios que se asemejan mas al control sano.

En base a los resultados obtenidos en el estudio histol6gico, se encuentran evidencias
que los colutorios al 1% y 5% en EMAT, tanto por via oral como tépica, podrian ser

efectivos en el tratamiento de la mucositis oral inducida por busulfan.



II. Abstract

“DEVELOPMENT OF THE ANALYTICAL METHODOLOGY AND PRECLINICAL TEST OF A MOUTHWASH
BASED ON A STANDARDIZE EXTRACT OF GLOBULAR BUDDLEJA HOPE”

Buddleja globosa Hope is a native plant from Chile that has shown analgesic, antioxidant,
anti-inflammatory, antibacterial and antifungal effects. In the Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile, studies that verify its analgesic,
anti-inflammatory and antioxidant activity have been carried out. In addition,
pharmaceutical formulations (cream and gel) have been evaluated in the treatment of
palmar-plantar erythrodysesthesia secondary to antineoplastic therapy and radioepithelitis.
With this background it is proposed the development of a mouthwash based on an extract
of Buddleja globosa Hope for the treatment of oral mucositis, an inflammatory disease
resulting from cancer therapy. Oral mucositis’ incidence is 40-90% and is manifested as
inflammatory and/or ulcerative lesions of the oral and/or gastrointestinal tract. This side
effect may not only compromise the health of the patients presenting it, but also the
therapy to which they are subject. To the date there is no approved product in the
treatment and/or prevention of oral mucositis that has been demonstrated efficacious.

The general objective of this work is to standardize an alcoholic extract of leaves of
Buddleja globosa Hope and to evaluate, by a preclinical test, the effectiveness of a

mouthwash based on this standardized extract in its active components.

For the elaboration of fractionated ethanolic extract (EMAT) plant material (leaves),
collected in the Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, Santiago,
was used. With the dry and milled material, serial extractions were carried out with

increasing polarity solvents (hexane, dichloromethane and ethanol).

The analysis of the extract and mouthwash was performed by HPLC methodology,
quantifying the metabolites verbascoside and luteolin 7-O-glucoside using calibration

curves elaborated with the respective standards.

Stability of the extract and mouthwash was evaluated in an oven at 40 ° C and at room

temperature.



An in vivo study was performed with 7 groups of female Sprague-Dawley rats (healthy
control, mucositis control, standard treatment (glutamine), mouthwash 1% EMAT orally,
mouthwash 5% EMAT orally, mouthwash 1% EMAT topically and mouthwash 5% EMAT
topically) evaluating the degree of mucositis, body weight and food intake. In addition,
histological analyzes were performed on tongue samples.

The HPLC methodology allowed quantification of the major components (verbascoside
and luteolin 7-O-glucoside) in EMAT (90.58 + 1.377 ppm and 9.823 £+ 0.131 ppm) and in
the two formulations of the mouthwash, 1% in EMAT (80, 37 + 4.454 ppm and 7.068 +
0.3942 ppm) and 5% in EMAT (325.1 + 9.668 ppm and 38.42 + 1.367 ppm)

Regarding the chemical stability of the active compounds of the mouthwash it was
established that degradation occurs, reaching 8.09% verboscoside at the third month in an
oven at 40 ° C and 18.96% in the case of luteolin 7-O- glucoside, while in the dry extract
EMAT the concentration of verbascoside was 77.63% after three months in a stove at 40 °

C and luteolin 7-O-glucoside of 82.24% in relation to the initial concentration.

The EMAT-based mouthwash as a standardized product concerning its active compounds
ensures batch-to-batch reproducibility, traceability of the chemical composition of the

product and thus its pharmacological action.

In the in vivo study no physical signs of oral mucositis development were observed in any
group and no statistically significant differences were observed in weight and feed intake
among the groups studied; however, the histological analysis of lingual mucosa reveals
differences between them, mainly in the epithelial thickness that was thinner in the control
group of mucositis and standard treatment group, but not in the ones treated with

mouthwashes, where a resemble to the healthy control group was observed.

Based on the results obtained in the histological study, there is evidence that 1% and 5%
mouthwashes in EMAT, both orally and topically, could be effective in the treatment of oral

mucositis induced by busulfan.



[1l. Introduccidon

Chile es reconocido por su vasta flora nativa, de la cual el hombre se ha beneficiado
desde tiempos remotos no sélo como fuente de alimento, sino también por sus
propiedades farmacoldgicas. Un ejemplo de ello es Buddleja globosa Hope, cominmente
conocida como matico. Dentro de la medicina tradicional, el matico destaca por sus
propiedades cicatrizantes®. Estudios realizados en distintos extractos obtenidos desde las
hojas de B. globosa han demostrado que poseen varios efectos: cicatrizantes,

analgésicos, antioxidantes, antiinflamatorio, antibacterianos y antifl]ngicosz.

En el afio 2000, se inicia una linea de investigacion sobre B. globosa, en la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Dentro de los estudios
realizados se estudiaron quimicamente extractos alcohdlicos de las hojas de B. globosa,
desarrollandose una metodologia analitica por CLAE-DAD para la cuantificacion de
metabolitos bioactivos y posterior estandarizacion del extracto®. Con estos extractos se
realizaron estudios farmacolégicos que demostraron los efectos analgésicos,
antiinflamatorios y antioxidantes®>. Posteriormente se desarrollaron formulaciones
farmacéuticas (crema y gel) a base del extracto alcohélico y se realizdé un estudio clinico
con 180 pacientes oncoldgicos en el que se demostrd efectividad de las formulaciones en
el tratamiento de reacciones adversas a la piel (eritrodisestesia palmo plantar y
radioepitelitis) como consecuencia del tratamiento de cancer’. En este Gltimo estudio, se
pudo constatar una aplicacion del extracto de B. globosa. Siguiendo esta misma linea, se
propone en esta memoria el desarrollo y evaluacion preclinica de un colutorio para

combatir otra patologia asociada al tratamiento del cancer, la mucositis oral.

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; en 2012 caus6
8,2 millones de defunciones y se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de
14 millones en 2012 a 22 millones en las préximas dos décadas®. En Chile, los tumores
malignos constituyen la segunda causa de muerte, con una tasa de mortalidad de 133,7
por 100.000 habitantes en el 2009.Sin embargo, en las regiones de Arica y Parinacota,
lquique, Antofagasta y Aisén el cancer pasa a ser la primera causa de muerte®’ . Es por
esto que la prevencién y tratamiento de esta enfermedad pasa a ser un tema primordial

en salud a nivel mundial y nacional.



Si bien, se ha avanzado en cuanto a los tratamientos de esta enfermedad, las técnicas y
farmacos utilizados en éstos no estan exentos de importantes reacciones adversas, ya
gue las terapias suelen ser muy agresivas, comprometiendo la salud y calidad de vida de
los pacientes. Una de ellas, es la mucositis oral, la cual se manifiesta como lesiones
inflamatorias y/o ulcerativas del tracto oral y/o gastrointestinal®. Esta se puede presentar
con signos y sintomas que van desde eritema, edema, ardor y un aumento de la
sensibilidad a alimentos calientes, pudiendo llegar hasta el desarrollo de Ulceras. Ademas,
de ser un proceso doloroso para los pacientes, también aumenta el riesgo de originar una
infeccion local o sistémica y puede dificultar la alimentacion del paciente, muchas veces
llegando a necesitar alimentacion parenteral, comprometiendo no soélo el estado
nutricional del paciente sino que también el cumplimiento de la terapia o bien aumentando

el tiempo de esta ultima.

El 85% de los pacientes sometidos a tratamiento oncolégico con dosis elevadas de
radioterapia y/o quimioterapicos mucotoxicos, desarrollan complicaciones en la cavidad
oral. La incidencia de la mucositis oral es del 40-90%, con mayor proporcién en pacientes

jovenes y en mujeres®.

La mucositis oral se presenta tanto en pacientes sometidos a quimioterapia como a
radioterapia’. En el caso de la quimioterapia, los grupos principales de farmacos que
generan mucositis oral son: agentes alquilantes (busulfan, ciclofosfamida, mecloretamina,
procarbazina y tiotepa), antimetabolitos (citosina, 5-fluorouracilo, hidroxiurea,
metotrexato, 6-mercaptopurinay 6-tioguanina),taxanos (docetaxel y paclitaxel), alcaloides
de la vinca (vinblastina, vincristina y vinorelbina), antraciclinas (daunorrubicina,
doxorrubicina y epirrubicina ), antibiéticos antitumorales (actinomicina D, amsacrina,
bleomicina, mitramicina C y mitomicina) y otros (etopdsido, tenipésido y mostazas

nitrogenadas)™°.

Por otro lado, en la radioterapia de altas dosis en céanceres de cabeza y cuello la
incidencia de mucositis oral grado 3 0 4, segun la escala de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) alcanza el 85%, mientras que todos los pacientes tratados muestran algin

grado de mucositis oral®.

Por tales razones, la mucositis oral se considera un problema de relevancia clinica en los
pacientes con tratamiento de cancer y se busca prevenir la aparicion de esta reaccion

adversa o revertir la situacion de su aparicion.



En general las guias clinicas dan recomendaciones para la prevencion de la mucositis
oral como un buen cuidado de la higiene oral, crioterapia en algunos casos y utilizacion
del medicamento palifermina en pacientes con cancer de tipo hematoldgico que requieren

altas dosis de quimioterapia y radiacion total del cuerpo.

Actualmente, no existe ningun producto aprobado que haya demostrado ser eficaz de
manera significativa en la prevencién y/o reduccién de la severidad de la mucositis oral
inducida por quimioterapia y/o radioterapia'’. De aqui nace el interés y necesidad de
buscar un tratamiento que pueda combatir la mucositis oral de manera efectiva de facil

uso Yy seguro para los pacientes.



V. Hipotesis

1) La estandarizacion de un extracto etandlico semipurificado de hojas de Buddleja
globosa Hope (EMAT) permitira asegurar la calidad del producto elaborado en base a este
extracto, asegurando homogeneidad respecto de la eficacia entre distintos lotes ya que el

producto tiene la concentracidon necesaria de principios activos para ejercer su accion

terapéutica.

2) Un colutorio a base de EMAT es efectivo para tratar la mucositis oral en ratas

tratadas con busulfan.



V. Objetivos

1. Objetivo general

Estandarizar un extracto alcohdlico de hojas de Buddleja globosa Hope y evaluar
mediante un ensayo preclinico la efectividad de un colutorio a base de dicho extracto

estandarizado en sus componentes activos.

2. Objetivos especificos

1) Estandarizar la metodologia de elaboracién del EMAT.

2) Cuantificar los principios activos de B. globosa. (verbascésido y 7-O-glucésido de
luteolina) utilizando metodologia CLAE.

3) Evaluar caracteristicas organolépticas, pH, viscosidad y estabilidad quimica del
colutorio.

4) Valorar la concentracion de principios activos del producto terminado.

5) Determinar la efectividad del colutorio en un modelo animal de mucositis oral
inducida por un quimioterapéutico

6) Comprobar la efectividad del colutorio, en el modelo animal, a través de un andlisis

histologico de mucosa lingual.



VI. Antecedentes

1. Descripcion botanica
Familia: Buddlejaceae
Género: Buddleja
Especie: B. globosa Hope

Nombre vulgar: matico, matico chileno, pa#fil, palguin, yerba
del soldado, chuzalongo (espaiiol), migla (Ecuador)

Parte usada: hojas

Distribucion: Chile, Per( y Argentina. En Chile habita desde

Santiago hasta la Patagonia, generalmente en sitios

himedos.

B. globosa es un arbusto siempre verde de 1,5 - 3 m de altura, con tallos sublefiosos
amarillentos. Hojas opuestas, de 3 - 15 cm de largo por 1 - 5 cm de ancho, oval-
lanceoladas, rugosas, blanquecinas en su cara inferior, agudas en la punta. Flores
anaranjadas, amarillas y rojas, dispuestas en cabezuelas globosas de 1-2 cm. Fruto en
capsula de 3 mm de diametro. Semillas numerosas, poliédricas, menores de 1 mm de

largo™.

2. Uso folclorico

En medicina folclérica se utiliza el infuso de las hojas como diurético, antiinflamatorio,
antiséptico local y cicatrizante'®. También este extracto acuoso es utilizado en Ulceras
digestivas y lesiones en las mucosas, trastornos espasmaodicos, diarrea, colitis, afecciones
hepaticas y de la vesicula. En forma externa se emplea para lavar heridas y Ulceras, y en

lavados vaginales®.
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3. Estudios previos

Estudios realizados en la facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas a extractos de
B. globosa? demostraron su actividad antiinflamatoria (oral y tépica), analgésica y
antioxidante. Para esto se realizaron estudios a un extracto metandlico global y a distintos
extractos semipurificados obtenidos en forma sucesiva con hexano, diclorometano y
metanol. La actividad analgésica, se evalué mediante la disminucion de las contorsiones
abdominales inducidas por acido acético. Para determinar la actividad antiinflamatoria oral
se utiliz6 la prueba de edema plantar inducido por carragenina y la actividad
antiinflamatoria tépica mediante edema inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), todos estos modelos in vivo?. La actividad antioxidante fue evaluada in vitro
mediante inhibicion de la actividad de la xantino oxidasa, apagamiento del anién
superoéxido, inhibicién de la lipoperoxidacion en eritrocitos y el ensayo de decoloracion de
radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo hidratado (DPPH)>.

El EMAT presentdé actividad antiinflamatoria por via oral y tépica (61,4% y 56,7%
respectivamente), actividad analgésica (38,5%) y antioxidante (68% de inhibicién del
anién superoxido, 59% de inhibicion de la lipoperoxidacion, y en el ensayo de
decoloracién del radical DPPH, la ICs, fue de 6 ug/mL). Ademas, desde el punto de vista
quimico, en el mismo estudio se purificaron, aislaron e identificaron en el EMAT
verbascosido, 7-0-glucésido de luteolina, quercetinay el 7-0-glucdsido de apigenina,

siendo los dos primeros los compuestos mayoritarios?.

La composicion en principios activos de una droga vegetal puede variar de acuerdo a la
época de recoleccién de ésta. En un estudio realizado en extractos de B. globosa se
demostré que la mejor época de recoleccién del material vegetal para esta especie es
durante su floracion, en verano, estos extractos mostraron mayor actividad farmacoldgica,
lo que se respalda con una mayor cantidad de flavonoles y feniletanoides dentro de los
cuales estarian los compuestos responsables de la actividad farmacolégica. Es
destacable que en el mismo estudio se concluye que el uso de metanol o etanol en la

preparacion de los extractos no influye en su composicién quimica™.
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Con el fin de estandarizar el EMAT de B. globosa, se desarroll6 una metodologia
analitica por CLAE que permite cuantificar los dos compuestos principales del extracto, a
los cuales se les atribuye el efecto farmacoldgico, estos son verbascésido y 7-O-
glucosido de luteolina. ElI método de cuantificacion por CLAE muestra
grandes ventajas por sobre los métodos espectrofométricos, siendo mas exacto y

permitiendo identificar especificamente los compuestos de interés farmacologico®.

Al comparar el EMAT con el extracto etandlico global se encontré que el primero posee

mayor cantidad de los compuestos verbascésido y 7-O-glucésido de luteolina®.
El EMAT es hipoalergénico™.

Otros investigadores han realizado estudios para comprobar la eficacia de extractos
acuosos de B. globosa en la sanacidon de heridas, dénde se evallo si aumenta la
proliferacién de fibroblastos y la capacidad antioxidante, dos mecanismos involucrados en
el proceso de reparacion. El extracto acuoso present6 un leve efecto estimulatorio en la

proliferacion de fibroblastos y un efecto antioxidante significativo™.

Un estudio realizado en nuestra facultad sobre la capacidad cicatrizante de B. globosa
demostré que un extracto metandlico global incrementd el nimero de fibroblastos de piel
humana normal en cultivo y un extracto metandlico fraccionado aumentd el depdsito de
fibronectina de fibroblastos de piel humana normal y aumento la migracion de fibroblastos

humanos en cultivo °.

En otro estudio realizado por nuestro grupo de investigacion se evaluaron dos
formulaciones a base del EMAT estandarizado para el tratamiento de eritrodisestesia
palmo-plantar (EPP) secundaria a terapia antineoplasica y radioepitelitis secundaria a
radioterapia. Una locion o/w con el EMAT al 1% de concentracién resultd mas eficaz en
disminuir los sintomas de la EPP comparada con la locién placebo. Un gel con EMAT al
1% de concentracién demostré ser mas efectivo en retrasar en tiempo e intensidad la

radioepitelitis comparado con el placebo”.

Respecto a los dos principales compuestos del EMAT, se ha demostrado que
verbascésido (figura 1) posee diversas propiedades farmacol6gicas como antioxidante y
antiinflamatorio, ademas presenta propiedades antineoplasicas, cicatrizantes y
neuroprotectivas'’, también ha probado ser bactericida en concentraciones de 100, 200 y

400 ug/mL'®. Por otra parte 7-O-glucésido de luteolina (figura 2) posee propiedades
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antioxidantes y actividad antiinflamatoria, ademas de un efecto inhibitorio de las
metaloproteinasas 2 y 9, lo cual puede contribuir a la modulacién en la degradacion y

remodelacién de la matriz extracelular®.

o OH
HO @)
S %
HO OH

Figura 1. Estructura verbascésido

OH
HO Q
HO 0
OH

Figura 2. Estructura 7-O-glucésido de luteolina

OH O
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VIl. Materiales y Métodos

1. Materiales

a. Reactivos

En la extraccion se utilizaron los solventes: hexano, diclorometano y etanol, todos de

grado técnico adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania).

Para el analisis CLAE se utilizaron patrones primarios de referencia de verbascésido (HWI
analytik GMBH pharma solutions) y 7-O glucésido de luteolina (Sigma Aldrich,Oakuville,
ON, USA), solventes: Metanol, acido férmico y acetonitrilo, todos aptos para CLAE
(J.T.BAKER, BiosLabchile), y agua desionizada preparada empleando un sistema
Millipore Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, USA)

Para el analisis histologico se utilizd parafina Paraplast (Leica) y se realizaron las
tinciones utilizando Hematoxilina (Merck KGaA. HX55648153) & Eosina (Merck KGaA.
FN1266035525) y Giemsa (Merck KGaA. HX56879304).

b. Materias primas
Para la elaboracién del colutorio se utilizé carboximetilcelulosa (CMC), benzoato de sodio,
glicerina, polisorbato 80 y agua destilada. Todas las materias primas fueron grado

farmacéutico (USP), provenientes de Alemania.

Para el estudio in vivo se utilizé busulfan (Sigma Aldrich,Oakville, ON, USA), I-glutamina
(Merck, Darmstadt, Alemania) en solucion de polisorbato 80 al 3%v/v, colutorios al 1% y
5% en EMAT.

C. Instrumentos
1. Sistema de Cromatografia Liquido CLAE, DIONEX modelo ULTIMATE 3000, UV-
Vis Detection, Thermo Scientific, columna Symmetry® C18 5um 4.6x250mm
Waters.
Viscosimetro Brookfield DV2T, (MA, USA)
Balanza analitica Denver Instrument P-114, (NY, USA)
Microscopio Optico Zeiss Axio Lab Al (NY, USA)
Ph metro de mesa PH 211, Hanna Instrument, (USA)

o ~ 0D
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d. Equipos
Rotavapor Buchi RE 12, (Paises bajos)
Sonicador VWR Scientific Aquasonic 75T Ultrasonic, (USA)
Estufa Memmert (Alemania)
Camara de temperatura y humedad LabTech LHT-0150E, (UK)
Micrétomo Reichert-Jung 1130/Biocut, (Alemania)
Algesiometro Ugo-Basile (Italia)
Centro de inclusion y placa fria Thermo Scientific, (UK)

© N o a0 b~ wdh -

Autotécnico para procesamiento de muestras para inclusion en parafina Shandon
Elliott, (USA)
9. Céamara digital para microscopio Canon DS 126291, (USA)

2. Metodologia

a. Obtencién del EMAT

Para la elaboracion del extracto etandlico semipurificado (EMAT) se utilizé el material
vegetal (hojas) recolectado en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de
Chile, Santiago. La recoleccion se llevé a cabo el 19 de enero del 2015, conservando un
testigo de herbario (SQF: 22602) en el herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Las hojas se secaron a temperatura ambiente, luego se molieron con molino de cuchillas.
Con el material seco y molido se realizaron extracciones seriadas con solventes de
polaridad creciente (hexano, diclorometano y etanol) obteniéndose los extractos de
hexano, diclrometano y etandlico (EMAT). Cada extraccién se realizé hasta agotamiento
del material vegetal. Se dejé secar el material antes de cambio de solvente. Las

extracciones se realizaron en triplicado.

b. Valoracién del EMAT

Se realiz6 la cuantificacion de los metabolitos verbascésido y 7-O-glucésido de luteolina

del EMAT segun el método CLAE®. Las condiciones de andlisis fueron las siguientes:
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Columna: Symmetry® C18 5 um 4,6 x 250 mm.
Flujo: 1,5 mL/min

Fase movil: &cido férmico 0,1%: acetonitrilo = 75: 25
Volumen de inyeccion: 20 pL

Longitud de onda: 365 nm

Temperatura: 20-25°C

Para la realizacion de las curvas de calibracion se disolvieron los estandares en metanol,
para el verbascosido se prepararon soluciones de 5, 10, 50, 60, 80 y 100 ppm; en el
caso del 7-O-glucosido de luteolina se prepararon soluciones de 1, 5, 10, 20, 30 y 40

ppm.

Para el analisis del EMAT se pes6 y disolvio en metanol la cantidad suficiente para
obtener una solucion madre de 1000 ppm, esta se diluyé obteniendo soluciones de 500
ppm para realizar el andlisis.

Todas las mediciones se realizaron en triplicado.

C. Preparacién del colutorio

En la tabla 1 se puede observar la composicion de los colutorios a base del EMAT al 1% y
5%.

Tabla 1. Formulas colutorios con 1% y 5% de EMAT respectivamente.

% %
Carboximeticelulosa 0,4% 0,4%
Benzoato de sodio 0,1% 0,1%
EMAT 1,0% 5,0%
Glicerina 10,0% 10,0%
Agua destilada csp 100,0% csp 100,0%

Método de preparacion

1.- En un recipiente previamente tarado se calent6 aproximadamente la mitad del agua

total. Luego se fue agregando la carboximetilcelulosa (CMC) tratando de que no se
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formaran aglomerados. Se agitdé con agitador mecanico Bamix para lograr total dispersion
de la CMC. Luego, sin enfriar, se adicion6 el benzoato de sodio y la glicerina y se espero
hasta que la temperatura fuera aprox. 25°C (Solucién A).

2.- En otro recipiente se pes6 el EMAT y se disolvié en el resto de agua agitando con

bagueta. Se filtré con papel filtro en plegado simple (Solucién B).

3.- Cuando la solucion A se enfri6 se le agregdé la solucion B, agitando hasta

homogeneidad. Se llevé a peso final con agua.
Finalmente se realiz6 la evaluacion de caracteristicas organolépticas, viscosidad y pH.

Se midié la viscosidad de las formulaciones utilizando un viscosimetro Brookfield LV,

aguja namero 1 a 200 rpm, a 20°C.

Se midi6 directamente el pH de las formulaciones a una temperatura de 20°C, utilizando

un equipo marca Hanna modelo HI 111.

d. Cuantificacion de los componentes mayoritarios del EMAT
en el producto terminado

Se realiz6 la cuantificacion de verbascosido y 7-O-glucdsido de luteolina en los colutorios
al 1y 5% en EMAT. A partir del colutorio, se preparé una solucion metandlica madre de
1000 ppm respecto al contenido de EMAT, para esto se pes6 la cantidad necesaria del
colutorio en un matraz volumétrico de 250ml y se aforé con metanol. A partir de ésta se
prepararon soluciones de 500 ppm, las cuales se sonicaron Yy filtraron para separar la
CMC contenida en el colutorio, se lavé el filtro 3 veces con pequefias cantidades de

metanol y luego se llevo a volumen final. Las valoraciones se realizaron por triplicado.

e. Estudio de estabilidad del EMAT
Se evalud la estabilidad del EMAT en estufa a 40°C por 3 meses y a temperatura
ambiente por un afo. Se tomaron muestras a tiempo cero, al tercer mes y al afio. Para la
determinacion de la concentracion de verbascoésido y 7-O-glucésido de luteolina se utilizé

el método de valoracion anteriormente descrito.

f. Estudio de estabilidad del producto terminado

Se evalud la estabilidad de ambos colutorios por 3 meses en camara de estabilidad
asegurando condiciones de temperatura (25°C) y humedad (60%) y en estufa a 40°C. Se

tomaron muestras al primer, segundo y tercer mes del estudio, midiendo Ilas
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concentraciones de verbascosido y 7-O-glucésido de luteolina por la metodologia descrita

anteriormente.

g. Animales
El estudio conté con la aprobacion del comité de bioética para la investigacion de
animales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile
(N°CBE2015-24).

Se utilizaron 42 Ratas Sprague-Dawley hembras, entre 180 a250 g de peso y de 2 a 3
meses de edad. Las ratas provenian y fueron mantenidas en el Bioterio de la Facultad

Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Los animales se identificaron mediante una marca efectuada en la cola con marcador
indeleble siguiendo un cdAdigo establecido en el laboratorio y se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (22-23°C), humedad (50 +/- 5 %) y luz (12 /12 h

luz y oscuridad)

Las ratas se mantuvieron en jaulas separadas (una rata por jaula) con acceso libre al
alimento y agua. Se dividieron en 7 grupos de 6 individuos cada uno. Los grupos y

régimen de cada uno se detallan a continuacion:
Grupo 1 (control normal): se les administraron 3 mL del vehiculo (polisorbato 80 al 3% v/v)
Grupo 2 (control mucaositis): se les administraron 3 mL de vehiculo.

Grupo 3 (tratamiento de referencia): se les administraron 3 mL del tratamiento de

referencia correspondiente a I-glutamina 1g/kg p.o. disuelto en el vehiculo.

Grupo 4 (colutorio al 1% de EMAT por via oral): se les administraron 10 mL/Kg del

colutorio administrado mediante una sonda orogastrica.

Grupo 5 (colutorio al 5% de EMAT por via oral): se les administraron 10 mL/Kg del

colutorio administrado por sonda orogastrica.

Grupo 6 (colutorio al 1% de EMAT por via tépica): se les aplicaron 10 mL/Kg del colutorio

s6lo en la boca con una jeringa.

Grupo 7 (colutorio al 5% de EMAT por via tépica): se les aplicaron 10 mL/Kg del colutorio

al 5% aplicado solo en la boca con jeringa.
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Todos los grupos fueron pre-tratados con sus respectivos regimenes durante 3 dias antes

de inducir la mucositis.

Se indujo la mucositis en el dia 1 a los grupos 2, 3, 4, 5, 6 y 7 utilizando busulfan una vez
al dia por via oral a una dosis de 4 mg/ kg durante cuatro dias. Ademas, las lenguas de
los animales se expusieron a radiacion infrarroja con el aparato de tail flick, 40 mV/cm? por
5 segundos en los dias 1, 4 y 10. Para esto, las ratas fueron previamente anestesiadas
con ketamina 60 mg/kg mas xilacina 10 mg/kg intraperitoneal. Recibieron el tratamiento

correspondiente a su grupo hasta el dia 15.

Los animales fueron observados diariamente determinando el cambio de peso, consumo
de alimento y el grado de mucositis mediante una escala de puntuacién desarrollada por

Parkins et al. (1983)%. La escala se observa en la tabla 3.

Tabla 2. Escala de puntuacidn para mucositis oral*®

Normal

5 Ligeramente rosado
Ligeramente rojo
Enrojecimiento severo
Descamacién focal
Exudacion

AW — o o

Ulceracion completa de mucosa

Las ratas se sacrificaron al dia 15. Se colectaron muestras de lengua para el analisis

histoldgico.

h. Andlisis Histoldgico

Fijacion y preparacion de las muestras

Una vez eutanasiadas las ratas, los tejidos linguales fueron rapidamente disecados,
lavados en suero fisiolégico y fijados en paraformaldehido 4% en PBS pH7,4 por 48

horas. Luego fueron lavados en PBS (3 lavados de 3 horas a 4 °C) y procesados en
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autotécnico para deshidratacién en alcoholes de grado creciente (alcohol 70°, alcohol 95°,
alcohol 100°), aclaramiento (2 bafios de Xilol) e impregnacion (2 bafios de parafina
liquida) durante 1 noche. Luego las muestras impregnadas fueron incluidas en parafina en

el sistema autotécnico para procesamiento de muestras para inclusion en parafina.

Se realizaron cortes de 4 um con micrétomo. Los cortes fueron procesados para su tincion
con Hematoxilina & Eosina, y Giemsa. Se realiz6 un estudio morfolégico con fotografias
de los cortes tefiidos obtenidos de los 7 grupos (control, control mucositis, tratamiento de
referencia, colutorio al 1% de EMAT via oral, colutorio al 5% de EMAT por via oral,
colutorio al 1% de EMAT por via tpica y colutorio al 5% de EMAT por via topica) usando
un microscopio Optico Zeiss Axio Lab Al, con una camara digital Canon EOS Rebel-T3,
montada para microscopio, con software EOS Utility para transferencia de imagenes. Se

analizaron muestras de 3 animales por grupo.

Sobre las microfotografias digitales a 40X (aumento final 200x), se analizaron las

siguientes caracteristicas de las mucosas:

i) En epitelio: grosor, solucién de continuidad, aspecto de sus estratos (hiperqueratosis,
acantosis, atrofia y displasia), cambio premaligno del epitelio, caracterizado por una
combinacién de alteraciones celulares y arquitecténicas (formacion de crestas epiteliales
bulbosas, hiperplasia de la capa basal, hipercelularidad con pérdida de la homogeneidad

celular)

i) En conectivo: Presencia o ausencia de inflamacion, presencia de células inflamatorias
(linfocitos, polimorfonucleados, células compatibles con macréfagos, mastocitos),
presencia de células tipo fibroblastos, ordenamiento de fibras, caracteristicas morfologicas

de la matriz extracelular amorfa (presencia de edema); morfologia de vasos sanguineos.

Los analisis histologicos fueron realizados por la Dra. Maria Angélica Torres en la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante andlisis de varianza de una
via (ANOVA) y luego por andlisis de comparaciones mdltiples Tukey’s, utilizando el

programa GraphPad Prism 6.
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vill. Resultados y Discusion

1. Obtenciéon del EMAT

Se realiz6 la obtencion del extracto con el método sefalado anteriormente, se estandarizé
el proceso de obtencion registrando la cantidad de solvente usado en cada extraccion y el
namero de extracciones. Las extracciones se realizaron en triplicado en matraces
Erlenmeyer de 2000 mL, cada uno con 250 g de material vegetal. Para las primeras dos
extracciones con hexano se utilizaron 1,6 litros de solvente y luego se continué con 1,2
litros debido a que el material vegetal absorbe el solvente aumentando el volumen de éste
realizando 18 extracciones mas. En las extracciones con diclorometano y etanol se
utilizaron 1,2 litros de solvente para cada extraccién, se realizaron 19 extracciones con

diclorometano y 24 con etanol.

En la figura 1 se muestra el nUmero de extracciones y el rendimiento obtenido.

Rendimiento

748,3 g de Hojas secas y
molidas

20 extracciones

Hojas agotadas con Hexano 2 6%+0 11

19 extracciones

Hojas agotadas con 1.3%+0,06
Diclorometano

24 extracciones

Hojas agotadas con Etanol 32,5%+ 1,85

Figura 3. Extraccion seriada de hojas de Buddleja globosa Hope
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Se debe destacar que el rendimiento del EMAT (32% + 1,85) se ve aumentado
significativamente con respecto a estudios anteriores donde sélo alcanzaba el 9%°. El
procedimiento de extraccién utilizado en esta memoria fue mas exhaustivo con 24
extracciones de 1,2 litros de etanol cada una, a diferencia de nuestros trabajos anteriores
en que el ndmero de extracciones no fue informado. El rendimiento del proceso de
obtencion del EMAT es muy importante ya que de él depende la viabilidad de una futura
industrializacion Tanto del proceso de extraccion como del desarrollo del colutorio.

2. Desarrollo de los colutorios

Se prepar6 un litro de cada colutorio (1% y 5% del EMAT) segun la formula sefialada en
las tablas 1 y 2. Luego, se evaluaron sus caracteristicas organolépticas, viscosidad y pH
(tabla 4)

Tabla 3. Caracteristicas organolépticas, viscosidad y pH de colutorio al 1% y 5%

Liquido color pardo, olor Liquido color café oscuro,

caracteristico, sabor olor caracteristico, sabor
levemente dulce. amargo.

90 cPs 100 cPs

6,2 6,3

Las caracteristicas organolépticas del colutorio al 1% resultan adecuadas para su
administracibn ya que posee un sabor y olor agradable, sin necesidad de adicionar
saborizante o endulzante, su pH es compatible con el de la saliva (6,5-7) y su viscosidad
es adecuada para su uso. Por otra parte la mayor concentracion de EMAT en el colutorio
al 5%, resulta en caracteristicas organolépticas menos aptas, en especial por el sabor
amargo, que podria producir rechazo en los pacientes, esto Ultimo se podria mejorar

enmascarando el sabor con la adicién de saborizantes.
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3. Estandarizacion del EMAT

Se construyeron las curvas de calibracion con los estandares de verbascosido y el 7-O-

glucésido de luteolina.

Para el verbascésido se utilizaron concentraciones desde los 5 ppm y hasta los 80 ppm.

Se obtuvo una curva de calibracién lineal (figura 4) con la siguiente ecuacion:

Y= 0,0255X - 0,04659 r’=0,9917

El valor de r? es acorde al modelo lineal, ademas se realiz6 una prueba de carencia de

ajuste cuyo resultado indicé que no hay evidencia para rechazar el modelo lineal.

Prueba de carencia de ajuste:
F cal= 0,5055 F cal < F tabla

F tabla= 3,70

Curva Verbascosido

3-
@
E ppm
5] 5
2 10
13 50
g 1 - 60
> 80
100
0 T T 1
0 50 100 150

Concentracion (ppm)

Figura 4. Curva de calibracion con el verbascésido. Cada punto de la curva

promedio
0,1133
0,279
1,117
1,382
2,005
2,603

se realizé en triplicado, se muestra barra de desviacion estandar.

SD

0,0097
0,0101
0,0883
0,013
0,0834
0,002
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Para el 7-O-glucésido de luteolina se tomaron concentraciones desde los 1 ppm hasta los

40 ppm. Se obtuvo una curva de calibracion lineal (figura 5) con la siguiente ecuacion:

Y=0,2271X + 0,08850

r’=0,9992

El valor de r? es acorde al modelo lineal, ademas se realiza una prueba de carencia de

ajuste cuyo resultado nos indica que no hay evidencia para rechazar el modelo lineal.

Prueba de carencia de ajuste
Fcal= 1,8984 Fcal<Ftabla

Ftabla= 3,708

Curva 7-O-glucésido de luteolina

107

ppm

Area (mAU*min)

O 1 I I | 1

0 10 20 30 40 50

Concentracién (ppm)

1

10
20
30
40

promedio
0,421
1,224
2,272
4,503
7,013
9,175

SD

0,01389
0,003
0,01556
0,1095
0,1317
0,2147

Figura 5. Curva calibracién con el 7-O-gluc6sido de luteolina. Cada punto de la curva

se realiz6 en triplicado, se muestra barra de desviacion estandar.

En las figuras 6 y 7 se muestran los cromatogramas de los estandares de verbascosido y

7-O-glucésido de luteolina. El verbascésido esta a una concentracién de 80 ppm y tuvo

tiempo de retencion de 2,27 minutos. El 7-O-glucésido de luteolina estd a una

concentracion de 5 ppm y tuvo tiempo de retencion de 3,11 minutos.
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Figura 6. Cromatograma del estandar verbascdésido.
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1 luteolina 3.118 1.224 13.153 100.00 100.00 5.2351

Figura 7. Cromatograma del estandar 7-O-glucésido de luteolina.
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Se determind la concentracién de verbascésido y el 7-O-glucésido de luteolina del EMAT

en solucién. En la tabla 5 se muestran las concentraciones obtenidas. Las mediciones se

realizaron en triplicado.

Tabla 4. Concentraciones de verbascosido y del 7-O-glucdsido de luteolina en el EMAT

90,58
9,823

1,377
0,131

En la figura 6 se muestra el cromatograma de EMAT, se logré una buena separaciéon de

los componentes principales y su reconocimiento al comparar los tiempos de retencion

con los cromatogramas de los estandares.

Chromatogram
60.0- 7] Matico 4 #11 [manipulated] EMAT UV_VIS_1 WVL:365 nm
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Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAL % % ppm
1 Verbascosido 2425 1.654 19.497 41.28 45,53 na.
2 luteolina 2721 2353 23.327 58.72 54 47 10.1482

Figura 8. Cromatograma EMAT. Se realiz6 la medicion de EMAT a una concentracion de

500ppm.
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Ademas, se determind la concentracion de Verbascdsido y el 7-O-glucésido de luteolina
en el extracto etandlico global en solucion. En la tabla 6 se muestran las concentraciones
obtenidas.

Tabla 5. Concentraciones de verbascosido y el 7-O-glucésido de luteolina en extracto

etandlico global

e E
7-O-gluc-luteolina 5,821 0,6313

Al comparar ambos extractos (EMAT y extracto etandlico global) se observa que la
concentracion de metabolitos es mayor en el EMAT, por lo tanto la extraccion seriada es
el método de eleccion para obtener una mayor concentracién de verbascosido y de 7-O-

glucdsido de luteolina lo que contribuiria a una mayor accion farmacolégica.

Estos datos coinciden con los obtenidos en estudios realizados anteriormente en que se
comparo la composiciéon quimica de un extracto etandlico seriado (semipurificado) con un

extracto etandlico global*®.

4. Estandarizacion en los componentes activos del
producto terminado

Se midieron las concentraciones en ppm de verbascoésido y de 7-O-glucésido de luteolina

de ambos colutorios al 1% y 5% en EMAT. Los resultados se muestran en las tablas 7 y 8.

Tabla 6. Concentraciones de verbascosido y de 7-O.glucésido de luteolina en el colutorio
a base de 1% de ETMAT

Colutorio 1% Concentracion
(ppm)

Verbasc03|do 80,37 4,454

7-O- qu -luteolina 7,068 0,3942
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Tabla 7. Concentraciones de verbascdésido y de 7-O.glucésido de luteolina en el colutorio
a base de un 5% de EMAT

Colutorio 5% Concentracion
(ppm)

Verbasc03|do 325,1 9,668

7-O- qu -luteolina 38,42 1,367

Si se realiza una comparacién con las concentraciones obtenidas en el EMAT vy los
colutorios se puede observar que hay una disminuciéon en las concentraciones de
verbascasido y 7-O-glucésido de luteolina, lo que indica que la recuperacion del EMAT es
menor al 100%, esto debido a que se debe separar la CMC del colutorio para poder hacer
la medicién en CLAE, quedando retenido parte del EMAT en la CMC. En base a esto se

calcula el % de recuperacion para cada colutorio (tabla 9)

Tabla 8. Porcentaje de recuperacién en la determinacion de principios activos de los

colutorios.

Colutorio 1% Colutorio 5%

7-O-glu-luteolina 71,95 78,22

En la figura 9 se muestra el cromatograma del colutorio a 1% en EMAT.Se logré la
identificacion de los componentes principales a través de los tiempos de retencion, no se
encontraron interferentes en el cromatograma por lo que el tratamiento previo de la

muestra fue efectivo.
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1 verbascosido 3.205 1.999 17.833 54.50 60.65 na.
2 luteolina 3.710 1.668 11.571 45.50 39.35 na.

Figura 9. Cromatograma colutorio 1% EMAT.

5. Estudio de estabilidad del EMAT

Se estudié la estabilidad del EMAT seco en estufa a 40°C por 3 meses (estudio de
estabilidad acelerada) y a temperatura ambiente protegido de la luz por un afio dando los

siguientes resultados (tabla 10 y 11)

Tabla 9. Porcentaje de verbascosido y de 7-O-glucésido de luteolina contenidos en el

EMAT atiempo 0 y 3 meses.

_ EMAT 3°mes estufa a 40°C
100% 77,63%
100% 82,24%
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Tabla 10. Porcentaje de verbascosido y de 7-O-glucdsido de luteolina contenidos en el

EMAT atiempo O y 1 afio.

% %
100% 81,75
100% 78,51

Al cabo de 3 meses en estufa a 40°C la concentracion de verbascésido disminuyé a un
21,82% y la de 7-O-glucésido de luteolina a un 17,76%, mientras que luego de un afio
almacenado a temperatura ambiente disminuye a un 18,25% y 21,49% respectivamente.

En un estudio de estabilidad de verbascésido realizado a extractos metandlicos de hojas
de Lippia javanica se concluye que la mejor forma de almacenamiento es en seco a
temperatura ambiente y protegido de la luz, ya que al cabo de 6 meses el extracto
presenta un 71,1% de verbascésido®’. En nuestro caso el verbascésido se mantiene en
un 81,75% luego de un afio de almacenamiento en seco y protegido de la luz, mostrando
una estabilidad mayor, por lo que el almacenamiento en seco y protegido de la luz seria el
indicado para la mejor conservacion de EMAT.

Es importante tener en cuenta la disminucion en la concentracién de principios activos a la
hora de elaborar nuestro producto en base a EMAT, ya que se debe asegurar que la
concentracion de estos activos es la adecuada para ejercer efecto farmacolégico, podria
ser necesario afiadir una mayor cantidad de EMAT de acuerdo al tiempo que lleva el
EMAT almacenado desde su elaboracion. Por esto se debe realizar el analisis CLAE al
EMAT antes de utilizarlo en la elaboracion del colutorio, para conocer la concentracion de
verbascésido y 7-O-glucosido de luteolina y realizar los ajustes de concentraciéon

correspondientes de ser necesario.

6. Estudio estabilidad producto terminado

Se estudid la estabilidad de ambos colutorios en estufa a 40°C y temperatura ambiente
por 3 meses. El colutorio al 1% se midié a tiempo 0, 1 mes, 2 meses y 3 meses y el

colutorio al 5% se midi6 a tiempo 0, 1 mes y 2 meses (tabla 12)
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Tabla 11. Porcentaje de verbascosido y de 7-O-glucésido de luteolina en los colutorios al

1%y al 5% a tiempo 0,1, 2 y 3 meses.

verbascésido 100% 100% 100% 100%
7-O-gluc- 100% 100% 100% 100%
luteolina

verbascésido 41,97% 45,43% 48,32% 66,07%
7-O-gluc- 42,12% 45,79% 74,11% 74,13%
luteolina

verbascosido 14,66% 40,78% 31,70% 43,86%
7-O-gluc- 26,64% 25,85% 47,87% 50,48%
luteolina

verbascosido 8,090% 38,79% - -
7-O-gluc- 18,96% 20,29% - -
luteolina

Si bien ambos compuestos verbascosido y 7-O-glucésido de luteolina muestran una
disminucion de su concentracion a lo largo del tiempo, el verbascdsido tiene una baja mas
importante llegando al 8% al cabo del tercer mes a 40°C en el colutorio al 1%. En la
literatura podemos encontrar estudios de estabilidad realizados a verbascésido que
avalan estos resultados. En una infusién de cedrén se describe una rapida disminucion
del verbascésido e isoverbascosido en condiciones de almacenamiento a 70°C, 80°C y
90°C*.

Se describe también que el pH influye en la estabilidad del verbascésido, siendo estable a

pH 3 e inestable a pH 7%.

Soluciones etandlicas de verbascésido fueron evaluadas a distintos pH (5, 6 y 7), al cabo
de 60 dias la solucion a pH 5 muestra el mejor porcentaje de recuperacion de
verbascésido (73%), mientras a pH 6 y 7 el verbascésido es degradado completamente.
En adicion a esto se evalud la estabilidad del verbascésido dentro de una formulacion
cosmeética en donde al cabo de 150 dias en estufa a 40°C se observo una disminucion en

un 30% del verbascosido?.
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Para solucionar el problema de estabilidad de los colutorios, se propone en estudios
posteriores, evaluar la adicion de un compuesto que actie como antioxidante. Debido a
que esta es una formulacion acuosa el antioxidante debe ser soluble en agua. Al realizar
una revision bibliogréfica sobre este tema se encontrdé un Unico compuesto soluble en
agua aprobado en uso farmacéutico que es un derivado de vitamina E, denominado
Vitamin E Polyethylene Glycol Succinate (Kolliphor ® TPGS) adecuado para uso oral y
tépico, por lo que es un excipiente apropiado para el colutorio desarrollado. Otra
alternativa es evaluar variar el pH de la formulacién a pH 5, lo cual podria mejorar la
estabilidad del verbascésido. Por ultimo, si ninguna alternativa fuera viable, se puede
realizar una preparacion extemporanea del colutorio, es decir, realizar la preparacion al
momento de usarla, para esto se puede disponer de la base del colutorio por una parte y
el extracto en polvo por otro, el polvo debe disolverse en la cantidad de agua necesaria y
luego adicionarse a la base del colutorio, de esta forma se conservaria la concentracion
de verbascésido y 7-O-glucésido de luteolina necesaria para el efecto farmacolégico al

almacenarse en seco y protegido de la luz.

7. Estudio in vivo

a. Peso corporal

Todos los grupos estudiados mostraron un aumento de peso al cabo de los 15 dias de
tratamiento, los pesos iniciales fueron de 183-293 g vy los finales de 218-316 g, se debe
considerar que las ratas se encontraban en etapa de crecimiento por lo que el aumento de
peso es normal. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos, sin embargo, los grupos de control de mucositis, tratamiento de referencia,
colutorio 1% EMAT via oral y colutorio 5% EMAT via oral muestran una menor tendencia
al aumento que los grupos control, colutorio 1% EMAT via topica y colutorio 5% EMAT via
topica, siendo el caso del tratamiento de referencia (10,2 g) el menor, seguido por los
grupos mucositis (14,2 g), colutorio 1% via oral (14,2g) y colutorio 5% via oral (13,8 g). El
uso de la sonda en los grupo de mucositis, tratamiento de referencia y de ambos
colutorios por via oral podria tener relaciébn con el menor aumento de peso, ya que los
grupos en los que hubo sdlo aplicacion topica tienen una mayor tendencia al aumento de

peso, sin embargo las diferencias no fueron estadisticamente significativas (figura 6)
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5% tépico
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1% tépico
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Control mucositis

Control

0 10 20 30
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Figura 10. Cambio de peso ratas al cabo de 15 dias de tratamiento. En la figura se
muestran los cambios de peso de los 7 grupos estudiados (de abajo para arriba): control
(sano), control mucositis, tratamiento de referencia, colutorio al 1% en EMAT por via oral,
colutorio al 1% en EMAT via tépica, colutorio al 5% en EMAT via oral y colutorio al 5% en
EMAT via tépica. Todos los grupos tienen n=6. Los valores se expresan como promedio
+ESM utilizando ANOVA seguido de Tukey's

b. Consumo de alimento
El consumo de alimento promedio por dia de los 7 grupos varia entre 15 a 20 g diarios, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Al no haber
diferencias en el consumo de alimento, la diferencia en el aumento de peso observada

anteriormente no se relaciona con la ingesta de alimento (figura 7)
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Figura 11. Consumo alimento promedio por dia. Se muestran los cambios de peso de
los 7 grupos estudiados (de abajo hacia arriba): control (sano), control mucositis,
tratamiento de referencia, colutorio al 1% en EMAT por via oral, colutorio al 1% en EMAT
via tépica, colutorio al 5% en EMAT via oral y colutorio al 5% en EMAT via tépica. Todos
los grupos tienen n=6. Los valores se expresan como promedio +tESM utilizando ANOVA

seguido de Tukey’s.

C. Grado de mucositis

A la observacion directa ninguna rata mostro signos fisicos de desarrollo de mucositis. De
los 6 grupos con induccidon de mucositis (control mucositis, tratamiento de referencia,
colutorio a base de 1% de EMAT via oral, colutorio a base de 5% de EMAT via oral,
colutorio 1% via topica y colutorio 5% via topica) todos presentaron color y forma similar al
control, se consideraron todos con puntuacion 0. Sin embargo, esto no es evidencia
suficiente para afirmar que las ratas no sufrieron los efectos de la mucositis oral, ya que
podria haber cambios a nivel celular. Es por esto, que se realiz6 un estudio histoldgico.
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8. Analisis Histoldgico

Descripcion cualitativa de mucosa lingual

Se observaron cortes de mucosa lingual teflidos con Hematoxilina/Eosina y Giemsa, a
continuacién se describen las caracteristicas generales para cada grupo, se hace la
diferencia entre mucosa especializada (dorso lingual) y mucosa de revestimiento (parte

inferior)
Control

Se observd una mucosa de revestimiento con un epitelio estratificado ortoqueratinizado,
con 5 a 6 capas ordenadas conformando las papilas principalmente de tipo filiforme, el
espesor de la capa cOrnea aparece normal y descamando. Se observé una lamina propia
con papilas del corion de conectivo laxo y una zona mas reticular directamente en relacién
con fibras musculares esqueléticas organizadas en fasciculos. Abundantes vasos
sanguineos de diametro regular, no todos dilatados. Con la tincion Giemsa se detectaron
algunos mastocitos en la parte profunda de la lamina propia y entre las fibras musculares.
Las observaciones indican un estado normal de la mucosa lingual. En la figura 8 se
muestran fotografias de la mucosa especializada y de revestimiento de este grupo, ambas
en tinciébn Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican las estructuras de interés.
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Figura 12. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo control sano. Se muestra tincibn Hematoxilina/Eosina (H&E) y Giemsa (Gl). E:
epitelio; VG: vasos grandes; F; células tipo fibroblastos. (n= 3 ratas, se muestran
fotografias representativas)

Control mucositis

En general se observo tanto en mucosa de revestimiento como en mucosa especializada
un epitelio con gran desorganizacion de sus capas, mas delgado y muy poco

gueratinizado respecto a lo observado en el control.

El epitelio de mucosa especializada presenté con mas frecuencia a nivel de la capa
granulosa grandes células globosas de citoplasma claro y células con nucleos picnéticos.
Estas células claras se observaron en algunos cortes de mucosa especializada control

pero ninguno muestra nucleos picnaticos en la zona.

En la lamina propia se observé abundante contenido celular pero sobretodo una gran
cantidad de vasos sanguineos de grandes calibres muy dilatados, llenos de sangre, es
decir, una hiperemia en la region. Pero también presentd una gran cantidad de vasos
sanguineos de pequefio calibre, también dilatados y pletéricos de sangre. Ademas en la
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lamina propia se present6 abundante cantidad de mastocitos. Los resultados indicaron
gue se produjo un dafio en la mucosa lingual, lo que estaria acorde con una mucositis oral
inducida por quimioterapico (busulfan). En la figura 9 se muestran fotografias de la
mucosa especializada y de revestimiento de este grupo, ambas en tincion

Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican las estructuras de interés.

> 5

Figura 13. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo control mucositis. Se muestra tincion Hematoxilina/Eosina (H&E) y Giemsa
(GI). E: epitelio; VG: vasos grandes; VP: vasos pequefios; F: células tipo fibroblastos; M:

mastocitos. (n= 3 ratas, se muestran fotografias representativas)
Tratamiento con la sustancia de referencia glutamina

El epitelio de la mucosa de revestimiento se presentd6 muy delgado casi sin

gueratinizacion.

El epitelio de la mucosa especializada presenté queratinizacion normal pero se observo

acantosis en capas granulosa con extrema alta cantidad de ndcleos picnéticos.

A nivel de lamina propia se observo tanto en mucosa de revestimiento como en mucosa

especializada gran cantidad de vasos sanguineos dilatados y muchisimos mastocitos. Los
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resultados indican que la mucosa se encuentra dafiada, por lo que el tratamiento no fue
efectivo para prevenir la mucositis oral. En la figura 10 se muestran fotografias de la
mucosa especializada y de revestimiento de este grupo, ambas en tincion

Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican las estructuras de interés.
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Figura 14. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo con tratamiento de referencia (glutamina). Se muestra tincion
Hematoxilina/Eosina (H&E) y Giemsa (Gl). E: epitelio; VG: vasos grandes; F; células tipo

fibroblastos. (n= 3 ratas, se muestran fotografias representativas)
Colutorio al 1% via oral

El epitelio de la mucosa de revestimiento mostré en este grupo acantosis con células
claras y células con nucleos picnéticos, al igual que la mucosa especializada lo que no se

observo en los otros grupos anteriores.

El epitelio de la mucosa especializada se observd con queratinizacion similar al control

pero aumento en el nimero de capas del estrato granuloso con abundantes células de
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citoplasma claro y multiples células con nucleos picnéticos, aparentemente mas que lo

observado en el control y tal vez respecto a tratamiento con glutamina.

La lamina propia tanto de mucosa especializada como de mucosa de revestimiento se
observd mas fibrosa respecto a los controles, con aumento de la cantidad de vasos y de
mastocitos. En la figura 11 se muestran fotografias de la mucosa especializada y de
revestimiento de este grupo, ambas en tincion Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican

las estructuras de interés.

Figura 15. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo colutorio 1% en EMAT via oral. Se muestra tincion Hematoxilina/Eosina (H&E)
y Giemsa (Gl). E: epitelio; VG: vasos grandes; F: células tipo fibroblastos; M: mastocitos.

(n= 3 ratas, se muestran fotografias representativas)
Colutorio al 5% via oral

El epitelio de la mucosa de revestimiento se observé aparentemente mas grueso que en
los controles con aumento en la capa granulosa y aparicion franca de una capa cérnea.
Se observaron células de citoplasma claro y algunas células con nucleos picnéticos

aunque muy pocas.
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En la mucosa de especializada se observaron las mismas caracteristicas descritas en las

anteriores.

Tanto la mucosa de revestimiento como la mucosa especializada en lamina propia
presentan muchos vasos y abundantes mastocitos. En la figura 12 se muestran
fotografias de la mucosa especializada y de revestimiento de este grupo, ambas en

tincibn Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican las estructuras de interés.

Figura 16. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo colutorio 5% en EMAT via oral. Se muestra tincion Hematoxilina/Eosina (H&E)
y Giemsa (Gl). E: epitelio; M: mastocitos. (n= 3 ratas, se muestran fotografias

representativas)
Colutorio al 1% via topica

Tanto la mucosa de revestimiento como la mucosa especializada presentaron una capa
cérnea gruesa. La mucosa de revestimiento, a diferencia del control, también presenté
células de citoplasma claro a nivel de la capa granulosa y present6 capa cornea, lo cual

es diferente de lo visto anteriormente.

40



En la lamina propia tanto la mucosa de revestimiento como en la especializada
presentaron abundante cantidad de células tipo fibroblastos. La concentracion celular es
mayor a lo observado en los otros tratamientos y presenta gran cantidad de vasos
sanguineos dilatados principalmente de gran calibre. En la figura 13 se muestran
fotografias de la mucosa especializada y de revestimiento de este grupo, ambas en
tincion Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican las estructuras de interés.

Figura 17. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo colutorio 1% en EMAT via topica. Se muestra tincion Hematoxilina/Eosina
(H&E) y Giemsa (GI). E: epitelio; VG: vasos grandes; M: mastocitos. (n= 3 ratas, se

muestran fotografias representativas)
Colutorio al 5% via topica

No se observan diferencias morfolégicas evidentes respecto a lo observado en
tratamiento topico con colutorio al 1%. En la figura 14 se muestran fotografias de la
mucosa especializada y de revestimiento de este grupo, ambas en tincion
Hematoxilina/Eosina y Giemsa. Se indican las estructuras de interés.
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COLUTORIO EMAT 5%

Figura 18. Mucosa especializada (ME) y mucosa de revestimiento (MR) de la lengua
en grupo colutorio 5% en EMAT via tOpica. Se muestra tincion Hematoxilina/Eosina
(H&E) y Giemsa (Gl). E: epitelio; M: mastocitos. (n= 3 ratas, se muestran fotografias

representativas)

La descripcion cualitativa nos ayuda a evaluar en forma general el estado de la mucosa
lingual en cada grupo. Una caracteristica relevante es el estado del epitelio en cada
grupo, en el grupo control de mucositis, se observa una desorganizacion en las capas de
epitelio y diminucién del grosor y queratinizacion epitelial, si bien no se observan
infiltrados ni edema (caracteristico de la mucositis oral) la presencia de vasos dilatados
hiperémicos junto a los cambios epiteliales, evidencia un dafio en el tejido; esto puede
indicar que la mucositis no se logr6 desarrollar por completo pero que las ratas se
encontraban en una etapa inicial de mucositis oral caracterizada por el dafio en el
conectivo, lamina propia y submucosa, junto con cambios epiteliales. El tratamiento de
referencia con glutamina muestra un epitelio delgado y poco queratinizado en la mucosa
de revestimiento, en la mucosa especializada hay signos de acantosis lo que concuerda

con un dafio en el tejido. En el tratamiento con colutorio al 1% via oral se observa una
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gueratinizacién similar al control sano en la mucosa especializada. El tratamiento con
colutorio al 5% via oral muestra un grosor mayor del epitelio respecto al grupo de
mucositis, lo que se acerca mas al control sano, ademas es importante destacar la
aparicion de una capa cornea en la mucosa de revestimiento, lo que puede ser indicativo
de un proceso reparativo. En los tratamientos por via tépica, no se observan mayores
diferencias entre las concentraciones de 1% y 5%, en ambos se observa nuevamente una
capa cérnea y un grosor epitelial que se asemeja mas al control sano. Considerando solo
el grosor epitelial pareciera ser que el tratamiento con el colutorio en todas sus formas
mantiene un grosor adecuado o estimula la proliferacion y maduracion completa de los

gueratinocitos.

Otra caracteristica que indica un dafio celular es la presencia de ndcleos picnéticos lo
cuales aparecen en el grupo control de mucositis, con tratamiento de referencia de
glutamina, tratamiento con colutorio via oral al 1% y via oral al 5%, aunque en este ultimo

habria una aparente disminucion.

En el tratamiento con colutorio al 1% via topica se identifica la presencia de fibroblastos.
Estos ultimos estan implicados en el proceso de reparacion tisular, por lo tanto un

aumento de ellos favoreceria la reparacion del tejido.

En un estudio de modelo animal para mucositis oral®® el grupo control mostré un epitelio
intacto y el grupo al que se le indujo la mucositis presenté una alteracion en el grosor
epitelial, sin embargo en este estudio el grupo tratado con glutamina (tratamiento de
referencia) presenté un epitelio normal, no asi en nuestro caso donde hay una

disminucion del grosor.

En este analisis no se evidencia una diferencia entre el tratamiento tépico con los
colutorios al 1% y al 5% de EMAT, esto se puede deber a que la aplicacion en forma
tépica del colutorio es erratica, si bien se le aplica una misma cantidad de colutorio no se
puede asegurar la cantidad y tiempo de contacto del colutorio con la mucosa oral de la
rata, puesto que estas no pueden mantener el colutorio en la cavidad oral. Ademas el
colutorio al 5% de EMAT posee un sabor amargo y no fue bien tolerado por los animales,

la tendencia fue que las ratas eliminaron rapidamente el contenido.
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En resumen, en base a los resultados obtenidos en el estudio histolégico se encuentran
evidencias que los colutorios al 1% y 5% producen una mejoria de la mucosa lingual, esto

debido a las propiedades farmacoldgicas del EMAT y sus componentes principales.

Se debe destacar que el modelo de induccion de mucositis oral en que se basé este
estudio contemplaba una dosis de busulfan de 6mg/kg, sin embargo se decidié disminuir
la dosis a 4mg/kg, por sugerencia del Comité de ética para aumentar la sobrevida de las
ratas, ya que en dicho modelo habia una tasa de mortalidad del 100% en el grupo control
de mucositis, asociada a la toxicidad del busulfan. En nuestro estudio ninguna rata murio
a causa de la administracion del quimioterapéutico debido a su baja de dosis, esto
probablemente sea la causa de que la mucositis no se manifestara clinicamente. Sin
embargo, el estudio histolégico demostr6 que el tratamiento fue efectivo. Para
complementar estos promisorios resultados se propone hacer un nuevo estudio in vivo,
con una dosis mayor de busulfan para lograr la evidencia clinica tanto de mucositis como
de mejoria. También, sera necesario realizar un estudio histolégico mas completo con un

analisis cuantitativo de los cambios en la mucosa lingual.

Otra consideracion es que en el modelo en que se basé este estudio se utilizaron ratas
Wistar, nosotros en cambio utilizamos la cepa Sprague Dawley, la cual segun bibliografia
es mas sensible a mucositis, esta es otra razén para la disminucion de dosis de busulfan,
sin embargo es dificil predecir el comportamiento de las ratas al quimioterapéutico,
debemos tener en consideracion que las ratas tienen una epitelio mas queratinizado lo
que dificulta inducir una mucositis oral visible ?°, por lo tanto se debe encontrar una dosis
adecuada de busulfan que sea suficiente para inducir la mucositis pero que cause el

menor dafio sistémico posible para evitar la muerte prematura de las ratas en estudio.

Por otra parte, desde el punto de vista fisiopatolégico la mucositis oral se puede dividir en
5 etapas: iniciacion, respuesta primaria al dafio, amplificacion de sefial, ulceracion y
sanacion. En la etapa de iniciacion se produce un dafio celular en el epitelio basal y
submucosa, ademas se generan especies reactivas de oxigeno (ERO), en esta etapa la
mucosa no presenta dafios aparentes, luego en la respuesta primaria al dafio se activan
diversas vias de transduccion que activan factores transcripcionales como p53 y el factor
nuclear B (FN-kB), este ultimo siendo activado por las ERO y uno de los que produce
mayor toxicidad en la mucosa. Por otro lado, se producen citoquinas pro-inflamatorias
como TNF, IL-1 e IL-6, su presencia estimularia el dafio temprano en el tejido conectivo y

endotelio, resultando en dafio y muerte celular del epiteli025. Los fibroblastos de la
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submucosa son otro blanco del dafio generado por radiaciébn y quimioterapia, podria
ocurrir un dafio directo pero es mas probable que sea mediado por la activacion de la
proteina activadora 1 (AP1) que estimula la secrecion de las metaloproteinasas (MMPs)®
La MMP1 causa destruccion de la matriz de coldgeno subepitelial, mientras que MMP3
rompe la membrana basal del epitelio y promueve la diseminacién de otras sefales
destructivas. Durante la etapa de amplificacion de la sefial, se acumulan diversas
proteinas activas cuyo blanco son los tejidos de la submucosa, ademas se produce un
feedback positivo que amplifica la respuesta primaria al dafio, en esta etapa puede haber
presencia de eritema, sin embargo, la mayoria de los pacientes tienen pocos sintomas, al
contrario de lo que ocurre en la etapa de ulceracién, en donde se pierde la integridad de la
mucosa resultando en lesiones extremadamente dolorosas y propensas a colonizacion
bacteriana, ademas las células inflamatorias migran a la base de la lesién. A pesar de que
la mucositis se resuelve sola en la mayoria de los casos al terminar la terapia de cancer,
la agresividad y tiempo pueden variar dependiendo del tipo de tratamiento, la dosis y
duracién de la terapia, ademas, muchas veces se debe interrumpir la terapia para dar

tiempo a la sanacién de las heridas, lo cual dificulta el éxito de ésta?®.

En cada una de estas etapas existen diversos factores responsables del desarrollo de
mucositis, el colutorio a base de EMAT posee la ventaja de intervenir en distintas vias
debido a las propiedades farmacolégicas de EMAT, como antioxidante puede reducir la
formacion de ERO, como antiinflamatorio disminuyendo el dafio producido por las
citoquinas pro-inflamatorias en la etapa de respuesta primaria al dafio y en la etapa de
ulceracion, disminuyendo la inflamacién producida, como analgésico en el manejo del
dolor causado por la ulceracion, ademas, la capacidad cicatrizante de EMAT ayuda al
proceso reparativo al incrementar el nimero de fibroblastos que se ven disminuidos, a
esto sumamos las propiedades de sus compuestos principales verbascésido y 7-0-
glucésido de luteolina, el primero cuya actividad bactericida ayudaria a evitar o controlar la
posible colonizacién bacteriana en la etapa ulcerativa®® y el 7-O-glucésido de luteolina con
efecto inhibitorio de metaloproteinasas contribuiria a la modulacién de la degradacion y

remodelacién de la matriz extracelular®.

En el mercado no existe ningun producto aprobado para el tratamiento de la mucositis
oral, diversas alternativas se estan estudiando en dénde los mecanismos de accion
incluyen la reduccion de citoquina pro-inflamatorias, efectos antioxidantes para combatir la

generacion de ERO vy la supresién de la activacion del FN-kB?, sin embargo, es dificil
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encontrar un solo farmaco que actle en estos diversos blancos farmacolégicos. Una de
las ventajas de los extractos provenientes de especies vegetales es que contienen
diversos compuestos activos que pueden actuar en distintos niveles presentando un

espectro mas amplio de accion como lo es en el caso del EMAT.

En Chile se comercializa un colutorio para mucositis oral llamado Dentoxol de la empresa
INGALFARMA LTDA, sin embargo se encuentra en proceso de patentamiento ya que
carece de estudios clinicos, los cuales se encuentran en proceso. Al revisar antecedentes
de los propietarios de Dentoxol se encontraron dos patentes internacionales asociadas a
uno de los creadores del colutorio "Composicion farmacéutica antiséptica util para la
higiene bucal y el tratamiento de las enfermedades orales de origen microbiano” WO
2011020206 Aly "Oral antiseptic composition for treating oral mucositis" WO 2014121411
A1 3! esos colutorios tienen una composicién muy distinta al colutorio en base a EMAT y

Su objetivo es curar mas que prevenir la mucositis oral.
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IX. Conclusiones

1.1. La metodologia de extraccion desarrollada y estandarizada en cuanto al nimero y

1.
1.2.
1.3.
1.4.
2.

volumen de solvente permiti6 mejorar el rendimiento del EMAT respecto de
estudios anteriores.

La metodologia CLAE permite cuantificar los componentes principales
(verbascésido y 7-o0-glucésido de luteolina) en EMAT y en los colutorios de forma
confiable asegurando que se cuente con las concentraciones de activos
necesarias para la accion farmacoldégica.

El colutorio a base de EMAT al ser un producto estandarizado en sus compuestos
activos asegura la reproducibilidad lote a lote y trazabilidad de la composicién
quimica del colutorio.

La estabilidad del colutorio se ve afectada por el contenido de agua de la

formulacién y condiciones de almacenamiento.

El estudio preclinico y el andlisis histolégico sugieren que los colutorios al 1% y 5% en

EMAT tanto por via oral como topica podrian ser efectivos en el tratamiento de la

mucositis oral inducida por busulfan.

Proyecciones

Como tareas pendientes se propone realizar un nuevo estudio preclinico aumentando la

dosis del quimioterapéutico buscando evidencia clinica de mucositis en las ratas y realizar

un estudio histolégico mas acabado (cuantitativo). Asimismo se plantea desarrollar un

estudio clinico en pacientes oncolégicos para corroborar los resultados obtenidos en

nuestro estudio.
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